WELTORGAN1SATION FOR G 
Ml X Internationales 
INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENT 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF D 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 : 
A61K 47/48, 41/00 



Al 




(H) Ii 



wo 



9609071A1 



(43) Internationales 

VerdfTenUichungsdatum: 



28. Marz 1996 (28.03.96) 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



PCI7DE95/01323 

22. September 1995 
(22.09.95) 



(30) Priori tatsdaten: 

P 44 33 890.2 



22. September 1994 (22.09.94) DE 



(71) Anmeider (fir alle Bestimmungsstaaten ausser US): 
DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM 
STIFTUNG DES OFFENTLICHEN RECHTS [DE/DE]; 
lm Neuenheimer Feld 280, D-69120 Heidelberg (DE). 

(72) Erflnder; und 

(75) Erflnder/Anmelder (nur fir US): SINN, HansjOrg [DE/DE]; 
Ahomweg 10, D-69168 Wiesloch (DE). SCHRENK, Hans- 
Hermann [DE/DE]; Mittelgasse, D-67278 Zeiskam (DE). 
MAIER-BORST, Wolfgang [DE/DE]; Schlflsselweg 9, D- 
69221 Dossenheim (DE). STEHLE, Gerd [DE/DE]; Kasseler 
Strasse 8, D-68305 Mannheim (DE). WUNDER, Andreas 
[DE/DE]; Beethovenstrasse 8, D-69214 Eppelheim (DE). 
HOFF-BIEDERBECK, Dirk [DE/DE]; Riedsaumstrasse 23, 
D-67063 Ludwigshafen (DE). HEENE, Dieter, Ludwig 
[DE/DE]; Gebruder-Grimm-Strasse 5, D-68259 Mannheim 
(DE). 



(74) Anwalt: HUBER, Bernard; Muller-Borf & Partner, Grafinger 
Strasse 2, D-81671 MQnchen (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT, BE, 
CH, DE, DK t ES, FR, GB, GR, IE. IT, LU, MC, NL, PT, 
SE). 



VerofTentlkht 

Mit internationalem Recherchenberichu 
Mil geanderten Anspriichen und Erklarung. 



(54) Title: CONJUGATE CONSISTING OF AN ACTIVE SUBSTANCE AND A NON-EXOGENOUS NATIVE PROTEIN 

(54) Bezeichnung: KONJUGAT AUS EINEM WIRKSTOFF UND EINEM NICHT ALS K&RPERFREMD ANGESEHENEN, NATTVEN 
PROTEIN 



(57) Abstract 

The invention concerns a conjugate consisting of an active substance and a native protein which is not considered exogenous, 
conjugate is distinguished in that, between the active substance and the protein, there is a linker which can be cleaved in a cell, 
invention further concerns a process for preparing such a conjugate and the use thereof. 



(57) Zusammenfessung 

Die Erfindung betrifft ein Konjugat aus einem Wirkstoff und einem nicht als kOrperfremd angesehenen. nauven Protein das sich 
dadurch auszeichnet, daB zwischen dem Wirkstoff und dem Protein ein in einer Zelle spaltbarer Linker vorliegt. Femer betnfft die Erfindung 
ein Verfahren zur Herstellung eines solchen Konjugats und die Verwendung desselben. 
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Konjugat aus einem Wirkstoff und einem nicht als kdrperfremd 

angesehenen, nativen Protein 

Die Erfindung betrifft ein Konjugat aus einem Wirkstoff und.einem nicht als kdrper- 
fremd angesehenen, nativen Protein, Verfahren zur Herstellung eines solchen 
Konjugates sowie dessen Verwendung. 

Seit langem ist es ein groBes Bedurfnis, Arzneimittel gezielt an bestimmte Orte im 
K6rper zu bringen und sie dort ihre Aktiv'rtSt entfalten zu lassen. Ersteres ist durch 
ein vorstehendes Konjugat erreicht (vgl. DE - 41 22 210). Mit diesem kann eine 
tumoraktive Verbindung im Tumor angereichert werden. 

Uberraschenderweise hat sich nun gezeigt, daS ein vorstehendes Konjugat auch 
eine sehr hohe Aktivitat aufweist, wenn zwischen dem Wirkstoff und dem nicht 
als korperfremd angesehenen, nativen Protein ein in einer Zelle spaltbarer Linker 
vorliegt. 

Ein derartiges Konjugat ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Der vorstehende Ausdruck "Wirkstoff" umfaBt Verbindungen jeglicher Art, die zur 
Therapie einer Erkrankung verwendet werden konnen. Dies sind z.B. Verbindungen 
zur Therapie von Tumor-, Infektions- und/oder Autoimmunerkrankungen. Beispiele 
solcher Verbindungen sind Chemotherapeutika, wie Antibiotika, z.B. Tetracycline, 
und Antimetabolite^ z.B. Methotrexat, iSulfonamide und Nukleoside, die nach 
Etnbau in eine Nukleinsaure deren Replikation bzw. Transkription inhibieren. 
Bevorzugte Verbindungen vorstehender Art sind solche, die eine Sauregruppe, wie 
-C0 2 H, -S0 3 H, -P0 3 H 2 Oder -As0 3 H 2 , aufweisen. Besonders bevorzugte Verbindun- 
gen sind 4- und 2-Aminobenzoesaure, 4- und 2-Aminophenylsulfonsaure, 4- und 
2-Aminophenylphosphonsaure, 4- und 2-Aminophenylarsonsaure sowie Derivate 
davon. Waiter bevorzugte Verbindungen sind Desoxyuridin (UDR) # Desoxycytidin 
(CDR), Cytosinarabinosid (AraC), 5-Fluoruracil (5-FU), 5-Fluordesoxyuridin(5- 
FUDR), Azidothymidin (AZT). 

Weitere Beispiele von Verbindungen als Wirkstoff sind photoaktive Substanzen, 
wie Porphyrins Chlorine und Bakteriochlorine, die zur photodynamischen Therapie 
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verwendet werden kbnnen. 

Vorstehende Verbindungen liegen einzeln oder zu mehreren in einem erfindungs- 
gema&en Konjugat vor. Sie sind als Edukte dargestellt, was bedeutet, daS sie in 
5 einem erfindungsgema&en Konjugat in derivatisierter Form vorliegen (vgl. nach- 
stehend, Beispiele 1-7 und Figuren 1-3). 

Ein vorstehender Wirkstoff ist uber einen Linker an ein Protein gebunden. Dieses 
Protein wird vom Kdrper nicht als fremd angesehen. Auch liegt es in nativer, d.h. 
10 nicht-modifizierter, Form vor. Desweiteren hat das Protein ein Molekulargewicht 
(MG) von bis zu 90000, vorzugweise ist es Albumin, insbesondere humanes 
Serumalbumin, Oder Transferrin. 

Ein vorstehender Linker ist in einer Zelle spattbar. Der Ausdruck "Zelle" umfaBt 
15 Einzelzellen und Zellverbande. Beispiele ersterer sind korpereigene, nicht in einem 
Verband vorliegende Zellen, z.B. Blutzellen und Virus-befallene Zellen, und korper- 
fremde Zellen, z.B. Mikroorganismen, wie Bakterien, Pilze und Protozoen. Zellver- 
bande umfassen Gewebe, Organe und Tumoren. 

20 Ein Linker vorstehender Art ist dem Fachmann bekannt. Auch weiB er urn Fakto- 
ren, z.B. Enzyme, die in Zellen die Spaltung bestimmter chemischer Bindungen 
bedingen. Somit ist er in der Lage, weitere Linker zu konstruieren, die in einer Zelle 
spattbar sind. Gunstigerweise umfaBt ein solcher Linker eine Azo-Gruppe. Diese 
wird bevorzugt gespalten. Besonders gunstig ist es, wenn der Linker folgende 

25 Struktur aufweist: 

-Y-R-N = N- 

worin 

30 R eine organische Gruppe, vorzugsweise eine aromatische, und besonders bevor- 
zugt Phenyien oder ein Derivat davon ist, und 

Y eine aus C(0), S(0) 2 , P(0)OH und As(0)OH ausgewahlte Gruppe ist. 
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Vorstehende Struktur eines bevorzugten Linkers entspricht jener r die der Linker in 
einern erfindungsgemaBen Konjugat aufweist. Ferner umfaBt die Struktur, zu- 
mindest wenn R Phenylen oder ein Derivat davon ist, eine aktive Verbindung, die 
sich besondersfur die Therapie von Tumor- p Infektions- und Autoimmunerkrankun- 
5 gen eignet. Nach Spaltung des Linkers und gegebenenfalls Abbau des noch am 
Linker gebundenen Proteins kann die Verbindung ihre voile Aktivitat entfalten (vgl. 
nachstehend, Beispiele 3 bis 7 und Figuren 2 und 3). 

Bevorzugte (Conjugate der voriiegenden Erfindung sind in den Figuren 1-3 angege- 
10 ben. 

ErfindungsgemaB wird auch ein Verfahren zur Herstellung eines vorstehenden 
Konjugats bereitgestellt. In einem solchen Verfahren werden ubliche Umsetzungen 
der Chemie, wie Diazotierung einer Aminogruppe und Aktivierung einer Saure- 
15 gruppe einzeln eingesetzt oder kombiniert. Es wird auf die Herstellung der Kon- 
jugate in den Beispielen 1-7 und Figuren 1-3 verwiesen. 

ErfindungsgemaBe Konjugate zeichnen sich dadurch aus, daB sie Wirkstoffe gezielt 
in bestimmten Zellen des Korpers anreichern und ihnen dort erlauben, ihre Aktivitat 

20 voll zu entfalten. Dies wird durch die (Combination aus einem Protein, z.B. Albumin, 
und einem in einer Zelle spaltbaren Linker erreicht. Bestimmte Zellen im Korper, 
insbesondere Tumorzellen, Zellen entzundlicher Gewebe und Mikroorganismen, 
nehmen bevorzugt Albumin auf und spalten aufgrund ihrer Enzyme das Linker- 
Wirkstoff-Konjugat, wodurch der bzw. die Wirkstoff(e) freigesetzt wird (werden) 

25 und seine (ihre) AktivitSt voll entfalten kann( konnen). 

ErfindungsgemaBe Konjugate eignen sich somit bestens fur therapeutische Zwek- 
ke, insbesondere zur Therapie von Tumor-, Infektions- und Autoimmunerkrankun- 
gen. 

30 

Deswerteren konnen in erfindungsgemaBen Konjugaten Markierungen (z.B. radio- 
aktive Markierungen) vorliegen, wodurch die Konjugate auch fur diagnostische 
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Zwecke und Therapieuberwanderung, gegebenenfalls gleichzeitig zur Therapie, 
eingesetzt warden konnen. 

Kurze Beschreibung der Zeichnung. 

Fig. 1 zeigt die Anbindung von 4-Aminophenylsulfonsaure oder 4-Amino- 

phenylphosphonsaure an Albumin, wobei eine Azogruppe als Linker 
vorliegt, 

Fig. 2 zeigt die Anbindung von Cytidin an Albumin, wobei ein eine Azo- 

Gruppe enthaltender Linker vorliegt r sowie die Freisetzung von Ami- 
nocytidin, 

Fig. 3 zeigt die Anbindung von Tetracyclin an Albumin, wobei ein eine Azo- 

Gruppe enthaltender Linker vorliegt, und 

Fig. 4 zeigt die Wachstumsinhibition von Tumorzellen durch Verabreichung 
erfindungsgemaBer Konjugate. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1 : Herstellung eines erfindungsgemaBen Konjugats aus humanem 

Serumalbumin und 4-Aminophenylsulfonsaure, wobei eine 
Azogruppe als Linker vorliegt 

Die Herstellung des Konjugats und seine Struktur sind in Fig. 1 gezeigt. 

1 . Diazotierung von 4-Aminophenylsulfonsaure: 

4-Aminophenylsulfonsaure (173 mg, 1 mMol) wurden in 5 ml 2 N HCI 
gelost. Die Losung wurde im Eisbad abgekuhlt und unter standigem Ruhren 
wurden 600 //I einer eisgekiihlten 2,5 M NaN0 2 -L6sung (1,5 mMol) in 
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Portionen d 0, 1 ml zugegeben. Nach etwa 10 min wurde der UberschuB an 
Nitrit durch Zugabe von Harnstoff beseitigt. Es wurde 4-Diazoniumphenyl- 
sulfonsaure (4-DAPS) erhalten. 

5 2. Kopplung von 4-DAPS an humanes Serumalbumin (HSA): 

Zu einer Losung von 2 g HSA in 30 ml 0,17 M Bic wurde die unter 1 . erhal- 
tene 4-DAPS-L6sung in einem molaren Verhaltnis von 1 : 1 langsam unter 
pH-Kontrolle und standigem ROhren zugegeben, so daB der pH-Wert stets 

10 uber 7,5 blieb. Schon wahrend der Zugabe von 4-DAPS begann sich die 

Losung rot zu farben, wobei die Farbung mit fortschrei tender Reaktions- 
dauer stSndig zunahm. Die Abtrennung von Verunreinigungen, wie uber- 
schussiger Harnstoff Oder Salze, erfolgte durch Ultrafiltration uber eine YM 
30 Membran in einer Amicon Druckfiltrationszelle. Es wurde ein Konjugat 

1 5 aus 4-Aminophenylsulfonsaure und HSA erhalten, wobei eine Azogruppe als 

Linker vorliegt. 

Die Reinheit des erfindungsgem§Ben Konjugats wurde mittels HPLC (Vor- 
saule: Zorbax Diol 20 //(50x4mm), Saule 1 : Zorbax GF 450, SSule 2: Zorbax 
20 GF 250, Laufmittel: 0,2 M Na-citrat, pH 7,5, FluB: 1 ml/min) uberpruft. 



Beispiel 2: Herstellung eines erfindungsgemaBen Konjugats aus humanem 

Serumalbumin und 4*Aminophenylphosphonsaure, wobei eine 
25 Azogruppe als Linker vorliegt 

Die Herstellung des Konjugats und seine Struktur sind in Fig. 1 gezeigt. 

Die Herstellung erfolgte, wie in Beispiel 1 beschrieben, wobei anstatt 4-Aminophe- 
30 nylsulfonsaure die 4-Aminophenylphosphonsaure verwendet wurde. 
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Beispiel 3: Herstellung eines erfindungsgema&en Konjugats aus Cytidin, 

einen eine Azogruppe enthaltenden Linker und humanem Seru- 
malbumin (Cytidin-4-DAPS-HSA) 

Die Herstellung des Konjugats und seine Struktur sind in Fig. 2 gezeigt. 

Das 4-DAPS wurde wie in Beispiel 1 beschrieben hergestellt. 

1 . Kopplung von 4-DAPS an Cytidin: 

2,6 mMol Cytidin (etwa 600 mg) wurden in 6 ml 2 N NaOH gelost und 
unter Ruhren wurde die 4-DAPS-L6sung portionsweise (je 1 ml) zugegeben. 
Die zunachst farblose Cytidin-Losung nimmt schon wfihrend der Zugabe von 
4-DAPS eine zunehmend intensiv rote Farbung an. Nach Vervollstandigung 
der Reaktion wurde die tiefrote Losung mit 1 N HCI auf einen pH-Wert von 
etwa 2 eingestellt und anschlieBend lyophilisiert. Der nach dem Lyophilisie- 
ren erhaltene trockene Ruckstand wird anschlieBend in einem Gemisch von 
8 ml Methanol und 2 ml DMF gelost und durch Filtration vom unldslichen 
Bodenkorper abgetrennt. Es wurde 5(4-Diazophenylsulfonsaure)-cytidin (5(4- 
DAPS)-Cytidin) erhalten. 

Die Reinheit des Produkts wurde mittels Diinnschichtchromatographie 
(Platten mit Fluoreszenz-lndikator, Laufmittel: Etac/MeOH 1/1) uberpruft. 

2. Aktivierung von 5(4-DAPS)-Cytidin zum entsprechenden HSI-Ester: 

Ein Aliquot der Losung des 5(4-DAPS)-Cytidin wurde im selben Losungs- 
mittel (4 Teile Methanol und 1 Teil DMF) mit der doppelten molaren Menge 
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und der 7 bis 10-fachen molaren Menge an 
N-Hydroxysuccinimid (HSI) versetzt. Nach einer Reaktionszeit von etwa 1 h 
ist die Aktivierung des 5{4-DAPS)-Cytidin zum entsprechenden HSI-Ester 
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beendet. Er kann direkt zur Kopplung an HSA eingesetzt werden. 

3. Kopplung des HSI-Esters von 5(4-DAPS)-Cytidin an HSA: 

5 Zu einer Losung von 2 g HSA in 30 ml 0,17 M Bic wurde der HSI-Ester von 

5(4-DAPS)-Cytidin langsam unter standigem Ruhren zugegeben. Schon 
wahrend der Zugabe des HSI-Esters von 5(4-DAPS)-Cytidin fallt DCC aus. 
Die Trubung von DCC und DC-Harnstoff wurde mittels Filtration abgetrennt. 
Die Abtrennung anderer Verunreinigungen r wie Methanol, DMF und HSI, 
10 erfolgte anschlieBend uber eine YM 30 Membran in einer Amicon Druck- 

filtrationszelle. Es wurde Cytidin-4-DAPS-HSA erhalten. 

Die Reinheit des erfindungsgemaSen Konjugats wurde mittels HPLC (vgL 
Beispiel 1) uberpruft. 



15 



20 



25 



Beispiel 4: Herstellung eines erfindungsgemaBen Konjugats aus UDR, 

einem eine Azogruppe enthaltenden Linker und humanem 
Serumalbumtn (UDR-4-DAPS-HSA) 

Die Herstellung des erfindungsgemfiBen Konjugats erfolgte, wie in Beispiel 3 be- 
schrieben, wobei anstelle von Cytidin UDR verwendet wurde. Es wurde UDR-4- 
DAPS-HSA erhalten. 



Beispiel 5: Herstellung eines erfindungsgemS&en Konjugats aus AraC, 

einem eine Azogruppe enthaltenden Linker und humanem 
Serumalbumin (AraC-4-DAPS-HSA) 



30 



Die Herstellung des erfindungsgemaBen Konjugats erfolgte, wie in Beispiel 3 be- 
schrieben, wobei anstelle von Cytidin AraC verwendet wurde. Es wurde AraC-4- 
DAPS-HSA erhalten. 
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Beispiel 6: Herstellung eines erfindungsgemaBen Konjugats aus CDR, 

einem eine Azogruppe enthaltenden Linker und humanem 
Serumalbumin ( CD R-4-D APS-HS A) 



Die Herstellung des erfindungsgemaBen Konjugats erfolgte, wie in Beispiel 3 
beschrieben, wobei anstelle von Cytidin CDR verwendet wurde. Es wurde CDR-4- 
DAPS-HSA erhalten. 



Beispiel 7: Herstellung eines erfindungsgemaBen Konjugats aus 7-Chlorte- 

tracyclin, einem eine Azogruppe enthaltenden Linker und hu- 
manem Serumalbumin 

Die Herstellung des Konjugats und seine Struktur sind in Fig. 3 gezeigt. 

4-DAPS wurde wie in Beispiel 1 beschrieben hergestellt. 

1 . Kopplung von 4-DAPS an 7-Chlortetracyclin: 

718,5 mg (1,5 mM) von 7-Chlortetracyclin (MG 478 r 9) wurden in 20 ml 1 
N NaOH gel6st und unter standigem Riihren die 4-DAPS-L6sung portions- 
weise (je 1 ml) zugegeben. Die zuerst gelb gefarbt 7-Chlortetracyclin-Ldsung 
nahm wfihrend der Zugabe von 4-DAPS eine zunehmend intensiv rote 
Farbung an. Nach einer Reaktionszeit von etwa 24 h wurde die tiefrote 
Losung mit 1 N HCI auf einen pH-Wert von etwa 2 eingestellt und lyophili- 
siert. Der trockne Ruckstand wurde anschlieBend in einem Gemisch von 8 
ml MeOH und 2 ml DMF gelost und durch Filtration vom unldslichen Boden- 
korper abgetrennt. Es wurde 7-Chlor-9(4-diazophenylsulfonsaure)-tetracyclin 
(4-DAPS-Chlortetracyclin) erhalten. 

2. Aktivierung des 4-DAPS-Chlortetracyclins zur Proteinkopplung: 
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Ein Aliquot der Losung des 4-DAPS-Tetracyclins wurde im selben Losungs- 
mittel (4 Teile MeOH und 1 Teil DMF), ohne vorherige Abtrennung des 
uberschussigen 7-Chlortetracyclins mit der doppelten molaren Menge an 
DCC (bezogen auf die eingesetzte Menge an Phenylsulfonsaure) und der 7 - 
5 1 0-fachen molaren Menge an HSI versetzt. Nach einer Reaktionszeit von 

etwa 2 h ist die Aktivierung des 4-DAPS-Chlortetracyclins zum entsprechen- 
den HSI-Ester beendet. Der so erhaltene Ester kann direkt zur Proteinkopp- 
lung eingesetzt werden. 

10 3. Kopplung des HSI-Esters von 4-DAPS-Chlortetracyclin an HSA: 

Zu einer Losung von 2g HSA in 30 ml 0,17 M Bic gibt man die aquimolare 
Menge an HSI-Ester von 4-DAPS-Chlortetracyclin langsam und unter standi- 
gem Ruhren. Schon wahrend der Zugabe des HSI-Esters fSllt der OberschuB 
1 5 an DCC aus. Die Trubung von DCC und DC-Harnstoff wurde vor der Druck- 

filtration mittels Filtration abgetrennt. Die Abtrennung anderer Verunreini- 
gungen, wie MeOH, DMF und HSI, erfolgte uber eine YM 30 Membran in 
einer Amicon Druckfiltrationszelle. Es wurde 7-Chlor-9{4-diazophenylsulfon- 
saure)-tetracyclin-HSA erhalten. 

20 

Die Reinheit des so erhaltenen Konjugats wurde mittels HPLC (vgl. Beispiel 
1 ) bestimmt. 

25 Beispiel 8: Herstellung eines Konjugats aus Tetracycline einem eine Azo- 

gruppe enthaltenden Linker und humanem Serumalbumin 



30 



Die Herstellung des Konjugats erfolgte wie in Beispiel 7 beschrieben, wobei anstatt 
7-Chlortetracyclin Tetracyclin verwendet wurde. Die Struktur des Konjugats ist in 
Fig. 3 gezeigt. 
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Beispiel 9: Wachstumsinhibition von Tumorzellen durch Verabreichung 

erfindungsgema&er Konjugate 

Die Konjugate UDR-4-DAPS-HSA (vgl. Beispiel 4), AraC-4-DAPS-HSA (vgl. Bei- 
5 spiel 5) unci CDR-4-DAPS-HSA (vgl. Beispiel 6) sowie als Kontrolle HSA alleine 
wurden jeweils mit Walker-256-Zellen unter ublichen Bedingungen inkubiert. Nach 
24, 48 bzw, 72 h wurde in ublicher Weise die Zellzahl pro ml bestirnmt. 

Wie aus Fig. 4 zu ersehen ist, vermindert jedes der erfindungsgemaBen Konjugate 
10 im Vergieich zur Kontrolle die Proliferation von Tumorzellen. 
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Patentanspruche 

1 . Konjugat aus einem Wirkstoff und einem nicht als kdrperf remd angese- 
henen, nativen Protein, dadurch gekennzeichnet, daS zwischen dem 
Wirkstoff und dem Protein ein in einer Zelle spaltbarer Linker vorliegt. 

2. Konjugat nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafc der Wirkstoff 
eine zur Therapie von Tumor-, Infektions- und/oder Autoimmunerkran- 
kungen verwendbare Verbindung ist. 

1 5 3 - Konjugat nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Wirkstoff 

ein Chemotherapeutikum und/oder eine photoaktive Verbindung ist. 

4. Konjugat nach Anspruch 3 r dadurch gekennzeichnet, da& das Chemo- 
therapeutikum ein Antibiotikum ist. 

20 

5. Konjugat nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da& das Chemo- 
therapeutikum ein Antimetabolit ist. 

6. Konjugat nach einem der Ansprtiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB 
25 mehrere Wirkstoffe vorliegen. 

7. Konjugat nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch gekennzeichnet, da& 
der Linker eine Azo-Gruppe umfaBt. 

30 8. Konjugat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der Linker 

folgende Struktur aufweist: 



-Y-R-N = N- 
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worin 

R eine aromatische Verbindung ist, und 

Y eine aus C{0), S(0) 2r P(0)OH und As(0)OH ausgewahlte Gruppe ist. 

5 9. Konjugat nach einem der Ansprtiche 1 -8, dadurch gekennzeichnet, daB 

das Protein Albumin ist. 



10. Konjugat nach Anspruch 1, namlich das Konjugat von Fig. 1. 
10 11. Konjugat nach Anspruch 1 , namlich das Konjugat von Fig. 2. 

12. Konjugat nach Anspruch 1, namlich das Konjugat von Fig. 3. 

1 3. Verf ahren zur Herstellung des Konjugates nach Anspruch 7, dadurch 
1 5 gekennzeichnet, daB das Anbinden des Wirkstoffs uber den Linker an 

das Protein eine Diazotierung von Aminogruppen und/oder eine Aktivie- 
rung von Sauregruppen umfaBt. 



14. 

20 



Verwendung des Konjugates nach einem der Anspriiche 1 bis 1 2 zur 
Therapie von Tumor-, Infektions- und/oder Autoimmunerkrankungen. 
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GEANDERTE ANSPRUCHE 

[bein Internationalen Buro am 7 Marz 1996 (07.03.96) eingegangen; 
ursprungl icher Anspruch 1 geandert; ursprunglicher AnsDruche 7 gestrichen; 
ursprungliche Anspruche 8-14 umnumeria^t als Anspruch* 7 -13; 
weitere Anspruche unverandert (2 seiten)? 



1 . Konjugat aus einem Wirkstoff und einem nicht als korperfremd angese- 
henen, nativen Protein, wobei zwischen dem Wirkstoff und dem Pro- 
tein ein in einer Zelle spaltbarer Linker vorliegt, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Linker eine Azo-Gruppe umfaBt. 

2. Konjugat nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Wirkstoff 
eine zur Therapie von Tumor-, Infektions- und/oder Autoimmunerkran- 
kungen verwendbare Verbindung ist. 

3. Konjugat nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Wirkstoff 
ein Chemotherapeutikum und/oder eine photoaktive Verbindung ist. 

4. Konjugat nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Chemo- 
therapeutikum ein Antibiotikum ist. 

5. Konjugat nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Chemo- 
therapeutikum ein Antimetabolit ist. 

6. Konjugat nach einem der Anspruche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB 
mehrere Wirkstoff e vorliegen. 

7. Konjugat nach einem der Anspruche 1 -6, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Linker folgende Struktur aufweist: 

-Y-R-N = N- 
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worin 

R eine aromatische Verbindung ist, und 

Y eine aus C(O), S(0) 2# P(0)OH und As(0)OH ausgewahlte Gruppe ist. 

8. Konjugat nach einem der Anspruche 1 -7, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Protein Albumin ist. 

9. Konjugat nach Anspruch 1, namlich das Konjugat von Fig. 1 . 

10. Konjugat nach Anspruch 1, namlich das Konjugat von Fig. 2. 

1 1 . Konjugat nach Anspruch 1, namlich das Konjugat von Fig. 3. 

12. Verfahren zur Herstellung des Konjugates nach Anspruch 1 r dadurch 
gekennzeichnet, daft das Anbinden des Wirkstoffs uber den Linker an 
das Protein eine Diazotierung von Aminogruppen und/oder eine Aktivie- 
rung von Sauregruppen umfaBt. 

13. Verwendung des Konjugates nach einem der Anspruche 1 bis 11 zur 
Therapie von Tumor-, Infektions- und/oder Autoimmunerkrankungen. 
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Fig. 1: Anbindung von 4-Aminophenylsulf onsaure oder 4-Aminophenyl- 
phosphonsaure an Albumin, wobei eine Azogruppe als Linker 
vorliegt , 
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EIGUR 2 (Fortsetzung) 



1. +DCC und HSI 

2. +ALBUMIN 




HO OH Cytidin-4-DAPS-HSA 

(gestrichelte Linien: enzymatische Spaltung) 




Figur 2: Anbindung von Cytidin uber einen eine Azogruppe enthaltenden 
Linker an Albumin 
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FIGUR 3 




Figur 3: Anbindung von Tetracyclin liber einen Linker an Albumin 
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FIGUR 4 
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Figur 4: Wachstumsinhibition von Tumorzellen durch 
Verabreichung erf indungsgemaBer Konjugate 
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